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INTRODUZIONE

Alla fine del 2019, nella città cinese di Wuhan, sono
stati diagnosticati i primi casi di polmonite interstiziale
atipica, la cui origine è rimasta per un certo tempo
oggetto d’indagine (1). All’inizio di Gennaio dell’anno
seguente, è stato identificato l’agente responsabile di
queste patologie in un beta-coronavirus, molto simile a
quello che causò la SARS (Severe Acute Respiratory
Syndrome) circa 20 anni prima, e che è stato per
l’appunto denominato SARS-CoV-2 (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2). L’iniziale
sottostima, e forse anche sottovalutazione,
dell’epidemia locale ha favorito la rapida diffusione del
virus, dapprima in Cina, e successivamente in tutto il
resto del mondo, al punto di esortare l’Organizzazione
Mondiale della Sanità (OMS) a dichiarare la natura
pandemica di questa malattia infettiva, nota oggi con il
termine di COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) (2).

SARS-CoV-2 appartiene alla famiglia dei

coronavirus, ed è pertanto costituito da una singola
elica di RNA con circa 30 000 paia di basi, che contiene
una serie di geni che codificano per proteine strutturali
e accessorie, le più importanti delle quali sono la
proteina spike (S), la proteina del nucleo capside (N) e
dell’involucro (E, dall’inglese envelope), e la RNA-
polimerasi RNA dipendente (RdRp) (3). Il meccanismo
principale alla base della virulenza di SARS-CoV-2 è
stato oggi identificato nel legame della proteina S
all’enzima ACE2 (angiotensin coverting enzyme 2),
tramite il suo recettore fisiologicamente presente alla
superficie delle cellule umane, soprattutto delle vie
respiratorie (alte e basse), dell’apparato
gastrointestinale, del cuore, dei reni e dei testicoli (4).
La successiva replicazione virale intracellulare,
soprattutto negli pneumociti di tipo II, giustifica lo
sviluppo della grave patologia polmonare e la possibile
evoluzione della malattia in sindrome da distress
respiratorio acuto (ARDS), mentre l’aberrante
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(esagerata) risposta immunitaria, caratterizzata nei casi
più gravi dalla comparsa della famigerata “tempesta
citochinica”, si riflette nell’insorgenza di forme ancora
più gravi e/o critiche, che possono progredire con
comparsa di disfunzione multi-organo, coagulopatia di
natura trombotica localizzata (trombosi polmonare) o
disseminata (coagulazione intravascolare disseminata),
fino a provocare il decesso del paziente (l’attuale
mortalità nel mondo è del 6,9%, mentre in Italia ha
ormai superato il 13,7%) (5).

Un aspetto essenziale nella gestione della patologia,
ormai universalmente riconosciuto, è rappresentato
dalla necessità di formulare una diagnosi quanto più
precoce possibile. Le motivazioni sono molteplici, e
comprendono per lo più la necessità di instaurare una
terapia tempestiva (quanto più precoce è il trattamento,
tanto minore è il rischio di evoluzione prognostica
sfavorevole), di isolare subito i soggetti infetti, onde
prevenire altri contagi per prossimità, di identificare i
soggetti che possono aver sviluppato un’immunità
contro il virus e, aspetto in parte legato al precedente,
di definire un preciso quadro di sorveglianza
epidemiologica, che consenta di stabilire con buona
approssimazione l’estensione locale dell’epidemia e la
progressione della ben nota “immunità di gregge” (6). Il
conseguimento di questi obiettivi presuppone la
disponibilità di una serie di strumenti non solo rivolti alla
diagnosi eziologica di infezione da SARS-CoV-2, ma
anche alla stratificazione del rischio, alla valutazione
prognostica, al monitoraggio terapeutico ed
all’identificazione dell’eventuale immunizzazione, così
come verrà sinteticamente descritto nelle parti seguenti
di questo articol

DIAGNOSI EZIOLOGICA

Per quanto concerne la diagnosi eziologica di
COVID-19, essa presuppone inevitabilmente
l’isolamento di materiale genetico del virus (RNA) in
campioni biologici del paziente. Secondo le indicazioni
dell’OMS, del Centers for Disease Control and
Prevention di Atlanta (CDC) e dell’Istituto Superiore di
Sanità (ISS), il gold standard diagnostico è tuttora
rappresentato dal rilevamento di RNA virale mediante
tecnica di RT-PCR (reverse transcriptase polymerase
chain reaction) su materiale prelevato dalle alte vie
respiratorie, nella fattispecie, su tamponi oro-faringei e
naso-faringei, (eseguiti entrambi sequenzialmente), o –
quando possibile e fattibile – dalle basse vie respiratorie
(espettorato o lavaggio bronco-alveolare). E’ importante
evidenziare come la densità recettoriale di ACE2 sia
tendenzialmente maggiore nei polmoni rispetto a naso e
oro-faringe. Ciò spiega almeno in parte perché un certo
numero di soggetti (circa il 20-30%) con diagnosi certa
di COVID-19 basata su stringenti evidenze clinico-
radiologiche o positività virale di campioni delle basse
vie respiratorie, possano presentare negatività dei
tamponi naso- e oro-faringei, pur essendo
contestualmente infetti. Così come evidenziato in

Tabella 1, i potenziali aspetti che limitano l’efficienza
diagnostica dei tamponi naso- e oro-faringei sono
molteplici, ma devono essere ben riconosciuti al fine di
aumentarne la sensibilità diagnostica e evitare di
generare falsi negativi al test (7). 

Giova citare in questo contesto, che la sensibilità
diagnostica nell’identificazione dell’infezione da SARS-
CoV-2 mediante RT-PCR su materiale prelevato dalle
alte vie respiratorie aumenta in parallelo al numero di
tamponi eseguiti in giorni successivi. E’ stato, infatti,
recentemente dimostrato come la sensibilità dei
tamponi aumenti dal 51%, quando eseguiti una volta
sola, all’83% se ripetuti due volte, per poi divenire 93%,
98% fino a pressoché il 100% quando ripetuti per tre,
quattro e cinque giorni consecutivi (8). Ciò rappresenta
una forte evidenza che a fronte di un forte sospetto
clinico e/o radiologico ed esito negativo del tampone, il
campionamento andrebbe sicuramente ripetuto nel
tempo. Un ultimo aspetto degno di nota riguarda le
implicazioni cliniche della carica virale. Se è pur vero
che nei soggetti asintomatici (che possono
rappresentare fino al 75% del totale degli infetti) è
comunque presente una carica virale in naso- e oro-
faringe che li rende potenzialmente contagiosi (9),
alcuni dati recenti sembrano dimostrare l’esistenza di
una correlazione tra gravità clinica della patologia e
carica virale in naso- e oro-faringe (10). 

Discorso a parte merita poi l’identificazione degli
antigeni virali, soprattutto mediante metodi rapidi
immunocromatografici. Malgrado questa possa
rappresentare un’alternativa potenzialmente valida alla
biologia molecolare, la sensibilità e specificità
diagnostica di questi metodi commerciali presuppone
una validazione analitica e clinica prima del loro utilizzo.
Questo concetto è supportato da quanto accaduto in
Spagna, ove le autorità nazionali hanno ritirato dal
mercato un kit rapido poiché la sensibilità diagnostica
era pari al 30%, bel lontana dall’80% dichiarata dal
produttore (11). Come in tutti gli ambiti della diagnostica

˗Procedure inadeguate per il prelievo del materiale biologico

˗Condizioni inappropriate per trasporto e/o conservazione 

˗Prelievo durante la fase asintomatica (5-7 giorni prima della
comparsa dei sintomi)

˗Sensibilità diagnostica insufficiente del metodo

˗Inadeguata definizione del cut-off diagnostico

˗Persistenza del virus in altri distretti organici

˗Errori di interpretazione/refertazione dei risultati

Tabella 1
Principali cause di insufficiente sensibilità diagnostica
nell’identificazione dell’infezione da severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) mediante RT-PCR
(reverse transcriptase polymerase chain reaction) su materiale
prelevato dalle alte vie respiratorie.
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in vitro, andrebbe pertanto fermamente scoraggiato
l’utilizzo di dispositivi diagnostici per i quali non esistano
solide evidenze di qualità analitica. La validazione
commisurata alle ragioni che ne giustificano l’impiego
clinico (diagnosi, monitoraggio, analisi epidemiologica)
è requisito necessario per salvaguardare la salute del
paziente, assicurando contestualmente l’accuratezza
diagnostica basata sull’evidenza di chiare e
documentabili specifiche di qualità.

LA DIAGNOSTICA SIEROLOGICA

A prescindere dalle indicazioni prodotte delle
organizzazioni scientifiche nazionali e internazionali in
tema di COVID-19, i limiti legati all’utilizzo della
sierologia nella diagnostica  virologica sono ben noti da
tempo. L’esame sierologico ha come prima finalità
l’identificazione e/o quantificazione delle
immunoglobuline prodotte dall’organismo contro un
certo microorganismo. Essa consente pertanto di
identificare (analisi qualitativa), e/o tipizzare
(identificazione del tipo di immunoglobuline) e/o
quantificare (analisi quantitativa) la presenza di una
eventuale risposta immunitaria contro un agente
infettivo (12). Nulla a che vedere, pertanto, con la
diagnosi di infezione in atto, poiché la presenza di una
risposta immunitaria non riflette la contestuale presenza
del virus (rischio di generare falsi positivi), così come
l’assenza di una risposta immunitaria non consente di
escludere che vi sia una infezione in atto (rischio di
generare falsi negativi). Malgrado la tipizzazione della
risposta anticorpale, e la sua caratterizzazione
mediante identificazione di immunoglobine a struttura e
significato biologico differente, possa consentire con
una certa approssimazione di classificare un’infezione
come “recente” o “pregressa”, la sierologia nella
diagnostica di COVID-19 appare eccezionalmente
problematica. Ciò è in parte dovuto alla recente
insorgenza della patologia, che non consente di trarre

conclusioni risolutive, ma anche al bizzarro
comportamento del virus, sia per quanto concerne la
sua interazione con il sistema immunitario in generale,
ma anche per quanto riguarda il comportamento
specifico nel singolo paziente. Nel primo caso, è stato
ormai ampiamente dimostrato come la risposta
immunitaria al virus si avvalga della costante
generazione di immunoglobuline di tipo IgG (insorgono
generalmente dal 10° al 18° giorno dalla comparsa dei
sintomi e sono quindi presenti nella pressoché totalità
dei pazienti dopo 3-4 settimane dall’infezione), della
comparsa di immunoglobuline di tipo IgA in un
sostanziale numero di pazienti (insorgono in genere dal
7° al 15° giorno dalla comparsa dei sintomi e sono
presenti in oltre il 90-95% dei pazienti dopo 3-4
settimane dall’infezione), mentre la comparsa delle
immunoglobuline di tipo IgM appare più incostante
(insorgono in genere dal 5° al 12° giorno dalla comparsa
dei sintomi, in una percentuale molto variabile, dal 50%
al 90%, dei pazienti) e sono meno stabili nel tempo,
tendendo a scomparire dopo 4-6 settimane (Figura 1)
(13-16). Di particolare rilievo è lo studio della
positivizzazione e della cinetica delle immunoglobuline
IgA, come illustrato recentemente da Padoan et al. (17).
In questo studio, non solo il titolo delle IgA sieriche è
apparso costantemente superiore a quello delle IgM,
ma anche la percentuale di pazienti che hanno
sviluppato IgA neutralizzanti (dirette contro la proteina
virale S), è stato del 100% dopo 2 settimane, a
conferma che questa risposta anticorpale potrebbe
rappresentare una valida barriera per prevenire
l’infezione, considerando che le IgA sono
immunoglobuline secretorie, presenti alla superficie
delle mucose. E’ interessante notare come in alcuni
studi, come quello pubblicato da Long et al (18), le IgG
contro SARS-CoV-2 siano state identificate nella totalità
dei pazienti infettati dal virus dopo 19 giorni dalla
comparsa dei sintomi, mentre le IgM sono comparse in
meno del 95% dei pazienti entro 22 giorni dalla
comparsa dei sintomi, per poi progressivamente

Figura 1
Sviluppo della risposta immunitaria in pazienti con infezione da severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2).
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diminuire nel periodo successivo. Sorprendentemente,
e a conferma di quando affermato in precedenza, la
percentuale di pazienti con positività alle IgG contro
SARS-CoV-2 è sempre superiore a quella per IgM, sia
nella fase precoce e sia nella fase tardiva della malattia.
Cumulativamente, la somma della positività per IgG ed
IgM appare solo marginalmente, ma non
significativamente, superiore alla positività per le sole
IgG durante la fase precoce di malattia (5-15 giorni). La
differenza si annulla poi completamente dopo 2
settimane dalla comparsa dei sintomi, il che lascia
presupporre che la determinazione combinata delle due
immunoglobuline aggiunga probabilmente poco in
termini di sorveglianza epidemiologica a quella delle
sole IgG. Queste considerazioni trovano valido supporto
nei risultati di altri studi recentemente pubblicati (19-20).
La peculiare cinetica anticorpale in corso di COVID-19
(Figura 2) consentirebbe pertanto di concludere che la
diagnostica sierologica, almeno alla luce delle attuali
conoscenze, non può né deve sostituire il processo di
identificazione dell’RNA mediante tecniche di biologia
molecolare per diagnosticare una infezione in atto da
SARS-CoV-2, ma rimane invece presupposto
imprescindibile nell’identificare i pazienti che siano
entrati in contatto con il virus ed abbiano pertanto
sviluppato una risposta immunitaria. 

Indipendentemente dalla validità dei concetti in
precedenza espressi, l’insufficiente accuratezza
diagnostica della biologia molecolare su materiali delle
alte vie respiratorie apre alcune prospettive alla
sierologia, ma solo come strumento ausiliario nella
diagnosi dell’infezione acuta da SARS-CoV-2. Zhao et
al hanno dimostrato infatti che l’affiancamento della
sierologia alla biologia molecolare potrebbe consentire
di aumentare la sensibilità diagnostica complessiva dal
70% ad oltre 90%, anche se il miglioramento durante la
fase precoce dell’infezione (<7 giorni dalla comparsa
dei sintomi) appare sostanzialmente modesto (da 67%
a 79%) (21). Studi futuri saranno necessari per stabilire

il possibile significato clinico dell’inclusione della
sierologia negli attuali algoritmi diagnostici, che sono
basati essenzialmente sulle tecniche di biologia
molecolare.

Per quanto concerne poi la scelta tra saggi
quantitativi o qualitativi, indipendentemente dal fatto che
essi siano “rapidi” (che consentono quindi una
rilevazione qualitativa in 10-20 minuti circa) o mediante
metodi di laboratorio (in chemiluminescenza o ELISA),
essa dipende ovviamente dalle motivazioni cliniche
sottostanti. Per uno studio di sorveglianza
epidemiologica, volto all’identificazione del numero di
persone che abbiano sviluppato una risposta
immunologica (e siano quindi verosimilmente entrate  in
contatto con il virus), un test qualitativo “rapido” (usando
ad esempio dispositivi monouso) potrebbe essere
idoneo, poiché consentirebbe di analizzare un ampio
numero di campioni, con basso costo, rapidamente, non
dovendo utilizzare personale specificatamente
qualificato e senza ricorrere a prelievo di sangue.
D'altronde, questa strategia sembra meno indicata per
scopi più prettamente clinici, visto che l’identificazione
specifica della classe di immunoglobuline e del titolo
anticorpale appaiono aspetti essenziali per la
stratificazione del rischio di prognosi infausta (il titolo
anticorpale correla direttamente con la gravità della
patologia) e per il monitoraggio longitudinale (il titolo
anticorpale varia in funzione della risposta al
trattamento) (21), ma anche per valutare l’efficacia della
terapia con plasma iperimmune (altresì noto come
“plasma convalescente”) (22) e della strategia vaccinale
a medio e lungo termine (23).

Malgrado non sia possibile sciogliere
completamente i dubbi sollevati a più riprese in merito
all’efficacia neutralizzante degli anticorpi prodotti in
corso di COVID-19, esistono alcune prove concrete,
che paiono rassicurarci. Un’evidenza parzialmente
confortante scaturisce dalla precedente epidemia di
SARS, originata a cavallo degli anni 2002 e 2003, in cui

Figura 2
Cinetica del virus e della risposta anticorpale in pazienti con infezione da severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2).
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fu possibile dimostrare che gli anticorpi prodotti contro
quell’omologo virus (oggi denominato SARS-CoV-1, e
avente circa l’85% di identità genetica con SARS-CoV-
2), produsse un’immunità relativamente durevole (da 2
a 6 anni), ma soprattutto caratterizzata dalla comparsa
di anticorpi neutralizzanti (24). Per quanto concerne più
specificatamente l’infezione da SARS-CoV-2, To et al.
hanno recentemente dimostrato come il 94% e 100%
dei pazienti in cui compaia una risposta immunologica
quantificabile possiedano anticorpi neutralizzanti di
classe IgM o IgG, rispettivamente (25). Indiretta
conferma della capacità neutralizzante degli anticorpi
viene poi dagli studi che hanno a più riprese dimostrato
l’efficacia del cosiddetto plasma iperimmune nei
pazienti con COVID-19 (22,26).

CONCLUSIONI 

Nonostante il volume di evidenze scientifiche
prodotte dall’esordio di COVID-19 a oggi sia imponente
(oltre 10000 documenti in PubMed all’inizio di Maggio
2020), la sensazione è che vi siano ancora ampie aree
di incertezza, che necessitano di ulteriore
approfondimento prima di poter definire un protocollo
diagnostico definitivo. Nondimeno, alcune valutazioni di
ordine generale possono essere fatte. Come già più
volte ribadito, non sembra ad oggi poter esser messo in
discussione il concetto che la diagnosi di infezione
acuta da SARS-CoV-2 debba necessariamente
avvalersi della dimostrazione della presenza del virus
nei campioni biologici del paziente. E’ importante però
ribadire il concetto che l’identificazione del solo
materiale genetico (RNA) in alcuni materiali biologici,
come ad esempio le feci, attesta un’avvenuta infezione
virale (la RT-PCR amplifica anche l’RNA extra-virale),
ma non consente di porre diagnosi di infezione ancora
in atto, perché essa deve accompagnarsi alla
dimostrazione che il materiale genetico derivi da un
virus vitale (27). A questo proposito, sembra difficile
ipotizzare di poter utilizzare oggi matrici biologiche
alternative ai campioni delle alte (o basse, quando
possibile) vie respiratorie. Nondimeno, la saliva
potrebbe rappresentare una possibile alternativa al
tampone oro- e naso-faringeo, come dimostrato da
alcuni studi recenti, che hanno riportato una sensibilità
diagnostica quasi confrontabile a quella del materiale
delle basse vie respiratorie (85-90%) (28,29). 

Per quanto concerne la diagnostica sierologica,
appare oggi fuori discussione che il suo ruolo nella
diagnostica dell’infezione acuta da SARS-CoV-2 non
può che essere marginale, tuttalpiù a supporto delle
tecniche di biologia molecolare, soprattutto nei casi che
permangono a lungo dubbi, visto che la sensibilità e
specificità delle IgG, ad esempio, sembrano essere
superiori al 99% a due settimane dalla comparsa dei
sintomi (30). Essa riveste invece un ruolo importante
per la sorveglianza epidemiologica, ambito in cui la
diagnostica molecolare perde quasi completamente
significato, in quanto consentirebbe di diagnosticare

solamente i pazienti con infezione in atto ma non
fornirebbe alcuna informazione utile in merito ad una
infezione pregressa, allo sviluppo di una risposta
immunitaria e tantomeno alla eventuale presenza di
anticorpi neutralizzanti che possano proteggere da
infezioni successive e contribuiscano a generare
l’immunità di gregge. Per queste motivazioni, la scelta
degli antigeni con cui costruire l’immunodosaggio
appare critica, perché sarebbe opportuno prediligere
quelli verso cui eventuali anticorpi neutralizzanti
vengono  prodotti (quindi, soprattutto, contro la parte
della proteina spike che si lega ad ACE2, nota come
receptor biking domain, o RBD). Altre caratteristiche che
sembrerebbero auspicabili per un metodo sierologico
volto a identificare la presenza di anticorpi contro
SARS-CoV-2 sono l’assenza di cross-reattività con
SARS-CoV-1 ed altri coronavirus, la capacità di
distinguere separatamente la classe di anticorpi (le
immunoglobuline più utili clinicamente sembrerebbero
ad oggi essere IgG ed IgA, che riflettono immunità a
lungo termine e protezione delle mucose,
rispettivamente), determinazione quantitativa e non
qualitativa onde consentire il monitoraggio longitudinale
della risposta anticorpale, ampio intervallo di linearità (il
titolo può essere talora molto elevato), e bassa
imprecisione al valore soglia (onde evitare di generare
falsi positivi o falsi negativi) (Tabella 2). Un ultimo
aspetto, determinante a fini clinici e di sanità pubblica, è
che per ogni metodo introdotto nella pratica clinica
esista una evidenza di solida validazione analitica e
clinica indipendente, seguendo ad esempio le
indicazioni prodotte recentemente dalla Food and Drug
Administration (31). E’ altresì evidente che in caso di
riscontrata positività anticorpale, sarà sempre
necessario prevedere l’esecuzione di un tampone per
verificare la condizione di possibile infettività del
paziente.

CONFLITTO DI INTERESSE

Nessuno.

- Mirato all’identificazione di anticorpi neutralizzanti

- Privo di cross-reattività con SARS-CoV-1 ed altri coronavirus

- Capacità di distinguere separatamente la classe di anticorpi
(IgG ed IgA, soprattutto)

- Determinazione quantitativa

- Ampio range di linearità

- Bassa imprecisione al valore soglia (es. <10%)

- Evidenza di validazione analitica e clinica indipendente

Tabella 2
Caratteristiche auspicabili per un metodo sierologico per
identificare la presenza di anticorpi contro severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2).
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